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RESUMEN 

El fenomeno de bioluminiscencia se refiere a la luz producida por organismos vivos, y de entre ellos, los mas 
abundantes son bacterias de origen marino. Las bacterias luminiscentes marinas mas estudiadas son las especies 
de Vibrio harveyi y Vibrio fischeri, que se encuentran asociadas a otros organismos marinos (peces, calamares, etc) 
o de forma libre. El mecanismo de luminiscencia por parte de estos microorganismos, esta dado por una reaccion 
bioquimica en la que participan la luciferina, el oxigeno, la enzima luciferasa y el ATP, para dar como resultado la 
formacion de luz y agua. Este proceso esta regulado porvarios genes denominados lux. A su vez la expresion de 
estos genes esta regulada por el fenomeno de quorum sensing, que se refiere a la comunicacion entre bacterias, 
dado que la emision de luz solo aparece cuando existe una alta densidad celular. El mecanismo de produccion de 
luz por bacterias marinas luminiscentes, permite su aplicacion posterior en diferentes sistemas biologicos, 
aprovechando el mecanismo bioquimico de produccion de luz, como un indicador de actividades especfficas. EI uso 
del sistema luciferina/luciferasa como marcadores bioquimicos, han permitido el desarrollo de sistemas de 
monitoreo en aplicaciones ambientales, sanitarias, clinicas y geneticas. El sistema ha servido tanto de modelo para 
el estudio de los procesos de intercomunicacion entre los organismos, como herramienta para el desarrollo de 
sistemas de monitoreo biologico, basados en la produccion de luz y la cuantificacion indirecta del ATP 

Palabras clave: Bioluminiscencia, Genes lux, Ambiente marino, quorum sensing, Vibrio harveyi, Vibrio fischeri 

INTRODUCTION 

La bioluminiscencia es un interesante proceso bioquimico, por el que los organismos emiten luz. Este fenomeno 
ocurre en muchas especies de animales tanto vertebrados como invertebrados, plantas, hongos, insectos y 
bacterias. (Wegrzyn y Czyz, 2002). Estos organismos estan ampliamente distribuidos a lo largo del planeta en 
numerosos ambientes, pero de todos los organismos, se consideran a las bacterias bioluminiscentes como las mas 
abundantes en la naturaleza (Meighen, 1993). El habitat principal de estas especies es el oceano, ya sea que se 
encuentren viviendo de manera libre o asociadas frecuentemente de manera simbiotica (en el tracto intestinal y en 
organos luminosos) con otros organismos marinos (Gonzalez y Diex, 1996). 

Las especies de bacterias marinas mayormente estudiadas son Vibrio harveyi y Vibrio fischeri. Se sabe 
que V. harveyi puede estar asociado al intestino de algunos animales marinos o encontrarse como un 
microorganismo de vida libre en el oceano; mientras que V. fischeri ademas de encontrase en estos habitats 
tambien vive en cultivo puro como simbionte de los organos productores de luz en varios peces y calamares 
(Basslery col., 1997). Photobacterium phosphoreum, Photobacterium leiognathi y Xenorhabdus luminescens, son 
ejemplos de otros microorganismos bioluminiscentes que ha proporcionado informacion valiosa (Winpee y col., 
1991; Meighen, 1993). Estos organismos han captado la atencion de investigadores a lo largo de la historia, desde 
Caius Plinius (23-79 A.D) hasta Harvey en 1957 (Koncz y col., 1990), dada su notable belleza en la oscuridad 
debida a su capacidad de emitir luz. Sin embargo, los origenes de estas bacterias aun no estan claramente 
establecidos. Una de estas razones es que la mayorfa de los organismos bioluminiscentes son relativamente 
inaccesibles a la investigacion, por la distribucion ecologica de los mismos. Desde su descubrimiento, se han 
propuestos diversas teorias para entender el mecanismo de emision de luz. (Rees y col., 1998). 

La facilidad de evaluar una respuesta fisiologica a partir de la produccion de luz, han convertido al estudio 
de la bioluminiscencia en un sistema modelo de regulacion biologica. Ha sido de vital importance para la 
descripcion de los mecanismos de comunicacion celular entre los organismos, mecnismo conocido como quorum 
sensing, y que esta relacionado con la regulacion del crecimiento microbiano en funcion de la cantidad de 
microorganismos presentes. La descripcion del mecanismo biologico y regulacion genetica, son temas que siguen 
entre los temas de avanzada en fisiologia microbiana. Por otra parte, el conocimiento de los genes involucrados y su 
incorporacion en otros microorganismos por medio de tecnicas de DNA recombinante, abren la posibilidad de 
desarrollar sistemas de monitoreo para ser aplicados en areas tan diversas como la industria farmaceutica, 
alimentaria o ambiental. En la presente revision, nos enfocaremos a explicarel fenomeno de bioluminiscencia en las 
bacterias marinas, asi como su utilizacion dentro de la biotecnologia moderna. 


http://www.postgradoeinvestigacion.uadec.mx/AQM 





2010 Volumen 2, No. 3 

Revista Cientifica de la Universidad Autonoma de Coahuila 


EL FENOMENO DE EMISION DE LUZ 

La capacidad de emitir luz en bacterias bioluminiscentes marinas, as( como su funcion en terminos de 
sobrevivencia, fisiologfa y metabolismo ha sido tema de frecuente discusion. Se sabe que las bacterias que se 
encuentran en simbiosis con organismos marinos, les proporcionan ventajas en el ecosistema, ya sea porque 
utilicen la luz como un sistema de comunicacion entre especies, como mecanismo de defensa o para la atraccion de 
presas. (Meighen, 1993; Showalter y col., 1990). Sin embargo, aun no se entiende por complete que beneficio 
obtienen las bacterias simbiontes al producir luz. Por otra parte, parece obvio que la luminiscencia debe tener un 
valor importante, dado la cantidad de energfa celular que es consumida en este proceso (Czy y col., 2000). 

La reaccion de emision de luz por parte de estas bacterias depende de la enzima luciferasa. Esta es una 
enzima dimerica que consiste en dos subunidades fci y (3), y tiene un peso molecular aproximado de 80KDa (Wood, 
1998). La actividad catalftica de esta enzima requiere de tres substrates: luciferina, oxigeno y ATP. El producto de la 
catalisis es un estado oxidado de la luciferina a un componente de dioxicetano, que es inestable. Este emite un foton 
y produce CO 2 y oxiluciferina. (Berovic y col., 2009). Considerando la estequlometrfa de la reaccion, por cada 
molecula de ATP consumida se emite aproximadamente un foton. Esta propiedad, junto con la alta especificidad de 
la enzima por el nucleotido, hace que esta reaccion sea un sistema analitico ideal para detectar la presencia de 
ATP, su produccion 0 consumo, que depende de la actividad enzimatica y para cuantificar substrates relacionados 
con el metabolismo del ATP (Garcia y col., 2001). 

Los primeros estudios sobre el mecanismo de bioluminiscencia bacteriano sugerfan una serie de pasos 
metabolicos. Inicialmente, se propuso que una molecula reducida de mononucleotido de flavina (FMNH 2 ) se utilizaba 
para reducir la luciferasa. Estas conclusiones se modificaron rapidamente, al encontrarse que dos moleculas de 
flavina en lugar de una, eran las que estaban involucradas en esta reaccion. Otras investigaciones sugieren que una 
molecula de FMNH 2 combinada con el oxigeno forma un peroxido altamente reactivo, mientras que otro se combina 
con una molecula de aldehfdo para formar un componente de FMNH 2 -aldehfdo. (Nunes y Duran, 2003). En la 
actualidad se sabe que la reaccion conduce a la oxidacion de FMNH 2 a FMN, asf como a la oxidacion de aldehfdos 
a acidos grasos. 


RCH0+FMNH2+02-*RC00H+FMN+H20+luz 

Los acidos grasos producidos en la reaccion catalizada por la luciferasa son subsecuentemente reducidos a 
aldehfdos por una reductasa especffica, resultando en una emision luz azul-verde a una longitud de onda de 490 
nm. (Wegrzyn y Czyz, 2002). La induccion del sistema de bioluminiscencia durante el crecimiento en algunas 
bacterias marinas, se acompana de la sfntesis de polipeptidos, que se sugiere estan involucrados en la sfntesis 
enzimatica del aldehfdo (Riendeau y Meighen, 1979). Asf pues se sabe que en la misma reaccion, el NADPH + H + 
se convierte a NADP + y el ATP es hidrolizado a ADP. Como se puede observar, la bioluminiscencia es un proceso 
en el que se consume energfa; de hecho, para producir luz, las bacterias podrfan usar un 20% de la energfa total de 
la celula (Wegrzyn y Czyz, 2002). 

REGULACION GENETICA 

La regulacion genetica del proceso de bioluminiscencia en bacterias, esta controlado en el operon luxCDABE 
(Flgura 1), en donde se encuentra cinco genes estructurales requeridos para la emision de luz: los genes luxC, luxD 
y luxE que codifican para el complejo reductasa de los acidos grasos necesarios para reciclar el substrate aldehfdo, 
y luxA y luxB que codifican para las subunidades a y (3 de la luciferasa. (Frackamn y col., 1990; Wood, 1998; Xi y 
col., 1991). Tambien se ha observado la expresion de otros genes como el luxG y el luxH, que podrfan codificar para 
algunas protefnas involucradas en la biosfntesis de la flavina (Freeman y Bassler, 1999). 
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OPERON LUX 

Promotor | lux C | lux D | lux A | lux B | lux E 

Unidad a y p 
Luciferasa 


Reductasa Sintetasa Transferasa 



Figura 1. Operon lux de bacterias marinas luminiscentes. 

Existen pocas diferencias entre los diferentes sistemas lux de las bacterias marinas. Porejemplo, ante del gen luxC, 
existen dos genes regulatorios el luxl y el luxR en el caso de V. fischeri; mientras que en V. harveyi y especies de 
Photobacterium, existe una region rica en A-T de mas de 500pb sin extenderse a los marcos de lectura abiertos. 
Despues del gen luxG en V.fischeri se encuentra el sitio de terminacion del operon, mientras que en V. harveyi el 
operon lux contiene otro gen, el luxH antes del sitio de terminacion (Meighen y Szittner, 1992). Tambien se ha 
encontrado en P. phosphoreum un gen extra, el luxF, que se encuentra localizado entre luxB y luxE. El gen luxF 
presenta homologia con los genes luxA y luxB y codifica para una flavoproteina de funcion desconocida (Swartzman 
y col., 1990). 

La expresion del operon lux es regulado tanto a nlvel transcripcional como traduccional. El gen luxR 
codifica para una proteina regulatoria mientras que luxl es responsable de la sintesis de un autoinductor. Primero se 
produce la proteina luxR, y por consecuencia, el operon luxCDABE es expresado en muy bajos niveles. A mayor 
densidad celular, un aumento en la concentracion de la proteina luxR, obligado por el autoinductor, conduce a la 
activacion del operon luxICDABE, que conlleva a la produccion de luz. Despues, la concentracion de la proteina 
luxR se vuelve limitante porque el complejo protema-autoinductor de luxR inhibe la traduccion del transcrito luxR 
(Koncz y col., 1990, Manefield y col., 1999). 


Cuadro 1. Diversidad de genes lux en bacterias marinas luminiscentes. 


GEN 

MICROORGANISMO 

FUNCION 

lux A 

Vibrio harveyi 

Vibrio fischeri 

Photobacterium phosphoreum 

Subunidades de a de la luciferasa 

luxB 

Subunidades de (3 de la luciferasa 

luxC 

Complejo Reductasa de acidos grasos 

lux D 

luxE 

luxF 

Photobacterium phosphoreum 

Flavoproteina 

luxG 

Vibrio harveyi 

Biosintesis del sustrato flavina 

lux H 

Vibrio harveyi 

luxl 

Vibrio fischeri 

Sintesis del autoinductor 

lux R 

Vibrio fischeri 

Proteina Regulatoria 


Los operones lux tambien son regulados por represion catabolica, porque sus promotores contienen sitios de union 
a cAMP (adenosin monofosfato ciclico) (Koncz y col., 1990). Las enzimas inducibles presentan funcionalidad solo 
bajo ciertas condiciones; para muchos autores, la induccion de estas enzimas esta mediada por nutrientes 
especfficos, para los que no se producen constantemente las enzimas. Por otra parte, se ha mostrado que la 
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induccion en la sfntesis de algunas enzimas, es frecuentemente reprimida por la glucosa, incluso en presencia del 
inductor, y esta represion puede ser superada por cAMP exogeno; la represion de la glucosa y la inversion por 
cAMP es a lo que se le llama represion catabolica (Nealson y Hastings, 1979). El tipo de regulacion a traves de un 
inductor es un tema de intensa investigacion debido a la interesante informacion que proporciona sobre la 
comunicacion entre las bacterias (Phiefery col., 1999). 

Quorum sensing 

Esta bien establecido que las bacterias bioluminiscentes emiten luz solo cuando existe alta densidad celular; una 
sola celula bacteriana de vida libre en el oceano no se espera que emita luz. El entendimiento del mecanismo de 
esta regulacion provee los principios basicos de la emision de luz por parte de las bacterias marinas y a su vez, 
auxilia en el entendimiento de los mecanismos de comunicacion celular, mejor conocida como quorum sensing (Czy 
y col., 2002). El fenomeno de quorum sensing fue descrito por primera vez en 1970 por Nealson y Hastings, en la 
Universidad de Harvard, cuando observaron que Photobacterium fischeri (actualmente conocido como Vibrio 
fischeri) no presentaba bioluminiscencia hasta que se alcanzaba una determinada densidad celular. Basados en 
esta observacion, se propuso como hipotesis que la bioluminiscencia en estos microorganismos, estaba regulada 
por moleculas mensajeras que viajaban entre las celulas. Se llamo a estos mensajeros, "autoinductores" (Gonzalez 
y Keshavan, 2006). 

No debe confundirse autoinduccion con auto regulacion o auto represion, dos terminos similares que 
describen fenomenos totalmente diferentes. La autoinduccion define un sistema ambiental, que permite a las 
bacterias controlarsu propia densidad de poblacion. El autoinductor producido por las bacterias, se acumula en el 
medio circundante durante la fase de crecimiento y cuando la poblacion alcanza altos niveles de densidad, esta 
sustancia se acumula hasta alcanzar una concentracion crftica, produciendo la activacion especffica de genes, por 
ejemplo, los relacionados con luminiscencia (Fuqua y col., 1994). El fenomeno de autoinduccion puede incrementar 
hasta 10,000 veces la emision de luz porcada celula (Engebrechty Silverman, 1984). 

Este tipo de regulacion resulta en una luminiscencia visible cuando las celulas se encuentran en colonias o 
en las superficies de materia organica en descomposicion o como simbiontes en los organos especfficos de emision 
de luz dentro de organismos marinos como los peces y los cefalopodos. En cambio, los estudios demuestran que en 
el mar y otros ambientes donde las concentraciones de V.fischeri son rara vez mas de unas pocas celulas por 
mililitro, el autoinductor no se acumula a un nivel suficiente para que la luminiscencia pueda ser visible (Boettcher y 
Ruby, 1990). En las bacterias Gram-negativas, el mecanismo de quorum sensing se activa mediante la produccion y 
respuesta de un autoinductor especffico, la acil-homoserina-lactona (acil-HSL), y el ejemplo mas estudiado es el 
mecanismo en V. fischeri. (Shaudery col., 2001). Una caracterfstica interesante de este tipo de sistema es que el 
gen que sintetiza el autoinductor es el bianco de luxR. Asf, se presenta una activacion en cascada en el quorum 
sensing, que resulta en un incremento en la expresion de la sfntesis del autoinductor, llevando a la produccion de 
mas acil-HSL, de tal manera que actua como una retroalimentacion positiva y amplifica significativamente el efecto 
de quorum sensing (Stevens y Greenberg, 1997; Gonzalez y Keshavan, 2006). 

Tambien se ha estudiado la influencia de analogos del autoinductor en la induccion de luminiscencia en V. 
fischeri. Algunos analogos son capaces de inducir luminiscencia, uniendose a luxR de manera que activan la 
expresion de los genes de luminiscencia o inhiben la activacion natural de la acil-HSL; otros analogos muestran 
poco o ningun efecto sobre la induccion de la luminiscencia. Esto ultimo sugiere su influencia en la comunicacion 
celular, lo que fue reconocido cuando se comenzo a utilizar el termino alloinduccion, para describir la induccion de 
los genes de luminiscencia en V. fischeri por senales extracelulares (alloinductores) de otras bacterias marinas que 
coexistfan junto con esta especie. Bajo algunas condiciones, el inductor de Pseudomona aeruginosa es un fuerte 
inhibidor de la autoinduccion de los genes de V. fischeri, sugiriendo que es posible que una especie con una alta 
densidad celular, pueda producir una serial que interfiera con la capacidad de otras especies para colonizar con 
exito un habitat en particular (Schaefer y col., 1996). 

APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS 

Considerando lo interesante del fenomeno de bioluminiscencia, es facil entender porque se ha estudiado a tal 
profundidad, y los beneficios que se han derivado de ese conocimiento. Conocer el mecanismo exacto por el que 
estas bacterias producen luz, ha permitido describir fenomenos de comunicacion entre bacterias, asf como 
identificar las condiciones que conducen a estos microorganismos a emitir luz. Ademas, la regulacion de la 
expresion de genes en el sistema de bioluminiscencia, permite una evaluacion fenotfpica rapida, por la medicion de 
energfa luminosa emitlda. Esto ha permitido el uso de este sistema bioqufmico, en muchas aplicaciones 
biotecnologicas. 

Uno de los mas importantes y serios problemas de contaminacion ambiental, es la dispersion de agentes 
que pueden inducir enfermedades graves, incluyendo el cancer. La deteccion de compuestos mutagenicos en 
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muestras tomadas de habitats naturales ha tornado especial interes, y por consecuencia, las pruebas de 
mutagenicidad microbiologica son herramientas utiles para su deteccion (Wegrzyn y Czyz, 2003). El uso de 
bacterias bioluminiscentes en la deteccion de compuestos quimicos toxicos se ha propuesto desde hace mas de 20 
anos, y se han descrito ya varios ensayos que se encuentran dlsponibles comercialmente. La base del ensayo es la 
medicion de la toxicidad de un compuesto determinado, por un metodo relativamente simple, basado en la medicion 
del decremento en la produccion de bioluminiscencia al agregar componentes toxicos a cultivos microbianos 
(Wegrzyn y Czyz, 2002). El cambio en la intensidad de la luminiscencia es proporcional al efecto total de los 
contaminantes presentes en el medio. Ademas de obtener una respuesta rapida y con una alta sensibilidad, una 
ventaja de los biosensores luminiscentes es la buena correlacion entre los resultados obtenidos con su uso y los 
resultados obtenidos con bioensayos en modelos animales mas complicados (Deryabin y Aleshina, 2008). 

Los bioensayos para la evaluacion de la genotoxicidad se basan en la respuesta al dano del DNA inducido 
por la genotoxina en las celulas bacterianas. Los resultados con frecuencia se utilizan para inferir a partir de ellos, 
los efectos mutagenicos y cancerigenos que pueden presentarse en los humanos y la biota. Recientemente, se han 
empezado a utilizar biosensores de bacterias geneticamente modificadas (luminiscentes) para detectar una variedad 
de contaminantes ambientales. Estas bacterias recombinantes llevan el operon lux originario de V. fischeri o de 
otras bacterias marinas o solo el gen luxAB que codifica para la luciferasa, y estan bajo control de un promotor 
especial inducible en la deteccion de mercurio, arsenico y cadmio, o naftaleno y salicilato. Estos biosensores 
generan una induccion rapida de bioluminiscencia, con un lapso de respuesta de 1 hora, en presencia de 
contaminantes ambientales (Ptitsyn y col., 1997). 

A traves de estudios en V. fischeri, se sabe que algunos hidrocarburos aromaticos polidclicos (HAP) como 
la fenantroquinona en concentraciones relativamente bajas, son capaces de inhibir ciertas condiciones la capacidad 
de emitir luz, por competencia por electrones con las oxiluciferinas, bloqueando as( la formacion de las luciferinas. 
(Wang y col., 2009). En la actualidad, se han reportado el uso de cepas recombinantes de Escherichia coli 
productoras de bioluminiscencia, para monitorear la toxicidad celular de lo HAPs, ya que estas cepas muestran 
pocos niveles de bioluminiscencia cuando el metabolismo celular se inhibe. Este estudio ofrece un nuevo metodo 
para la prediccion de toxicidad celular de algunos HAPs a traves de la utilizacion de bacterias recombinantes, las 
cuales albergan un gen luxCDABE fusionado al plasmido (Lee y col., 2003). 

Las proteinas bioluminiscentes son herramientas bioquimicas invaluables con aplicaciones en una amplia 
variedad de campos incluyendo los analisis de expresion de genes, descubrimiento de medicamentos, estudio de la 
dinamica de las proteinas y mapeo de las vias de traduccion de senales. Las proteinas mayormente reportadas son 
luciferasas, que permiten una deteccion de alta sensibilidad y poseen caracterfsticas peculiares como un alto 
rendimiento cuantico y ausencia de toxicidad cuando se expresadas en celulas o en organismos diferenciados. Se 
han llevado a cao extensos estudios para alterar las propiedades de las proteinas fluorescentes, dejando como 
resultado proteinas mutantes con diferentes ondas de excitacion/emision. Las proteinas bioluminiscentes son una 
alternativa al uso de proteinas fluorescentes debido a su alta sensibilidad en los analisis de deteccion en muestras 
biologicas (Dikici y col., 2009; Michelini y col., 2009). 

Las investigaciones en las que se utiliza principalmente la expresion de los genes encargados de la 
produccion de luz, provenientes de bacterias bioluminiscentes, en cepas recombinantes de bacterias no 
bioluminiscentes como E. coli y P. aeruginosa, estan encaminadas hacia el estudio de la reparacion del DNA debido 
a la exposicion a luz UV. Por ejemplo, Czyz y colaboradores (2000) demostraron que la luminiscencia en V. harveyi 
puede estimularse por la radiacion de luz UV incluso en cultivos diluidos, bajo condiciones en los que la emision de 
luz por esta bacteria normalmente es mermada por regulacion de quorum sensing. Se propuso que las bacterias 
luminiscentes podrfan tener una fuente de luz interna que se utilice en los procesos de reparacion del DNA por 
fotoreactivacion. Otro estudio relacionado con la reparacion del DNA fue el reportado por Elasri y Miller (1999), que 
utilizaron biosensores bioluminiscentes construidos con cepas recombinantes de P. aeruginosa productoras de 
biopeliculas, para evaluar el dano al DNA producido por la luz UV. Los autores encontraron que la biopelicula 
ofrecfa proteccion en contra de la luz UV. Este estudio tambien demostro que esta herramienta puede ser util para 
las investigaciones sobre las comunidades microbianas de forma no invasiva. 

CONCLUSION 

Existen muchos organismos que son capaces de producir luminiscencia, que estan distribuidos en ambientes 
naturales; sin embargo, las bacterias marinas son las mas estudiadas, debido a su abundancia y a ser facilmente 
cultivadas en laboratorio. Desde su descubrimiento, estas bacterias han sido objeto de multiples investigaciones, 
que han llevado al entendimiento de mecanismos bacterianos de regulacion de la expresion genetica. Uno de ellos 
es la reparacion del DNA, pues al parecer las bacterias luminiscentes emiten luz en respuesta a danos producidos 
por la luz UV. Otro, es el descubrimiento de la comunicacion entre las especies bacterianas, fenomeno denominado 
quorum sensing, fenomeno que ha permitido el estudio del proceso de luminiscencia bacteriana, pero que se ha 
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estudiado tambien en relacion al comportamiento de las bacterias patogenas dentro de los seres vivos. Ademas, las 
bacterias luminiscentes se estan utilizando en la deteccion de contaminantes ambientales y marinos. Estos 
descubrimientos muestran la importancia del estudio de las bacterias luminiscentes marinas y su amplio futuro 
dentro de la biotecnologia. 
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